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(54) Title: DIAGNOSIS KIT, METHOD AND MICROARRAY FOR DETERMINING HUMAN DETOXIFICATION CAPACITY 



(54) Bezeichnung: DIAGNOSE-KIT, VERFAIIREN UND MI KRO ARRAY ZUR BESTIMMUNG DER MENSCHLICHEN ENT- 
GIFTUNGSFAHIGKEIT 

^ (57) Abstract: The invention relates to a diagnosis kit, a microarray and a method for detennining human detoxification capacity. 
f*—^ Said diagnosis kit contains at least one pair of oligonucleotides (reverse primer, forward primer), the two oligonucleotides of a pair 
I***. being suitable for use as primers for amplifying one of the two complementary strands of a DNA segment that is sought by means of 
V© polymerase chain reaction, respectively and the DNA segment that is sought coding for at least one part of an enzyme of the animal 
detoxification metabolism. 

TZ^ (57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft ein Diagnose-Kit, einen Mikroarray sowie ein Verfabren fiir die Bestimrming der 
menschlichen EntgiftungsfaTiigkeit. Das Diagnose-Kit enthalt mindestens ein Paar Oligonukleotide (^everseprimer, Forwardpri- 

^ mer), wobei die beiden Oligonukleotide eines Paares als Primer zur Amplifikation mittels Polymerasekettenreaktion jeweils eines 
der beiden komplementaren Strange eines gesuchten DNS-Abschnittes geignet sind und wobei der gesuchte DNS-Abschnitt zumin- 
dest fur einen Teil eines Enzyms des tierischen Entgiftungsstoffwechsels kodien. 
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Diagnose-Kit , Verfahren und Mikroarray zur Be stiimtiung 
der menschlichen Entgif tungsf ahigkeit 

Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf einen Dia- 
gnose-Kit, ein Verfahren, ein Mikroarray sowie deren 
Verwendung fiir die Bestimmung der menschlichen Ent- 
gif tungsf ahigkeit . Derartige Diagnose -Kits , Verfahren 
und Mikroarrays werden im Bereich der Umwel tmedizin 
und Arbeitsmedizin und den damit verbundenen Erkran- 
kungen wie Neurodermit is , Asthma, MCS (Multiple Che- 
mical Sensitivity, Multiple Chemikalien- 
Empf indlichkeit ) oder CFS (Chronic Fatigue Syndrom, 
Mudigkeits syndrom) verwendet. Weitere Verwendung fin- 
den sie im Bereich der Pharmakologie , bzw. zur Be- 
stimmung der menschlichen Verstcf fwechselung von Me- 
dikamenten oder neuen Produkten. 

Die Umwelt des Menschen ist durch Umweltchemikalien 
(Xenobiotika = Fremdstoffe fur den lebenden Qrganis- 
mus) natlirlichen und anthropogenen Ursprungs bela- 



stet, die nach heutigen MaUstaben nicht mit hoherem 
Leben vereinbar, also unphysiologisch sind. Durch sie 
werden Storungen in diffizil regulierten physiologi- 
schen Systemen hervorgeruf en, die nur schwer oder 
uberhaupt nicht reparabel sind. Diese Fremdstoffe ge- 
langen durch die Luft, die Haut oder die Nahrung in 
den menschlichen oder tierischen Organismus . Wasser- 
losliche Stoffe werden meist schnell wieder ausge- 
schieden, nicht so jedoch die wasserunloslichen. Die- 
se samineln sich im Gegenteil im Korper -oft im Fett- 
gewebe- an (Bioakkumulation) , wenn sie nicht zeitnah 
vers toff wechselt und abgebaut werden. 

Daher verfugen der Mensch und hohere Organismen uber 
ein komplexes Enzymsystem, durch das wasserunlosliche 
Substanzen der Ausscheidung zugangig gemacht werden. 
Dieses komplexe Enzymsystem vermittelt folgende Reak- 
tionen in zwei Phasen: 

In der sogenannten Phase-I-Reaktion werden die Um- 
weltgifte zunachst durch Enzyme aus dem Zy tochromsy- 
stem in reaktive Zwischenprodukte umgesetzt, die je- 
doch akut toxischer sein konnen als die Schadstoffe 
selbst. Diese Zwischenprodukte der Phase-I-Reaktion 
konnen z.B. an zellulare Komponenten binden und da- 
durch Schaden anrichten. Chronische Schaden sind je- 
doch in der Regel eher auf die wasserunloslichen Aus- 
gangssubstanzen zuruckzuf iihr en . 

Die sich an die Phase-I anschliefiende Phase-II- 
Reaktion setzt die reaktiven Zwischenprodukte zu sus- 
scheidbaren Endprodukten urn. 

Phase-I beschreibt also die Umsetzung und Aktivierung 
beispielsweise von ver schiedenen bekannten Medikamen- 
ten und Umweltchemikalien (z.B. Debrisoquin, Opioide, 
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Benzo ( a ) pyren, polyzklische und aromatische Kohlen- 
wasserstoffe) sowie einer Anzahl von noch nicht be- 
kannten Xenobiotika zu elektrophilen, radikalen Sub- 
stanzen . 

5 

Bei den Phase- I I-Reaktionen gibt es mehrere Reakti- 
onswege, unter anderem Glucoronidierung, Sulfatester- 
bildung, Minosaure-Konjugation, wobei die Enzyme des 
wicht igsten Phase-II-Reaktionsweges ( Glut at hi on- S- 
10 Trans ferasen) die Zwischenprodukte aus der Phase-I 

(z.B. Epoxide, Ni trosarnine ) zu ausscheidbar en End- 
stoffen deaktivieren durch Konjugation mit 
Glutathion. 

15 Es besteht dabei ein Zusammenhang zwischen der Schwe- 

re von Vergif tungssymptomen und der Verminderung der 
Enzymaktivitaten der beteiligten Enzyme des Entgif- 
tungssystems. Bei einigen dieser Enzyme sind geneti- 
sche Variationen beschrieben, die sich direkt auf die 

20 Aktivitat dieser Enzyme auswirken und dadurch deren 

Leistungsf ahigkeit entscheidend beeinflussen. Die in- 
dividuelle genetisch bedingte Variation in der Akti- 
vitat der einzelnen Enzyme erlaubt folglich die Zu- 
ordnung des Individuums zu verschiedenen Stufen des 

25 Entgif tungspot entials . Zur Beurteilung, welche Dosis 

eine Giftwirkung hervorruft, ist neben der Giftauf- 
nahme und dem Gif tstof fwechsel folglich auch die 
Gif tausscheidung von entscheidender Bedeutung. 

30 Dies gilt hi.er auch fur die Glutathion-S-Tr ansf erase . 

Diese deaktiviert Zwischenprodukte aus der Phase-I- 
Reaktion zu ausscheidbaren Endstoffen durch Konjuga- 
tion mit Glutathion, dessen reduzierte Form eine nu- 
kleophile SH-Gruppe besitzt, die leicht mit Verbin- 

35 dung mit elektrophilen C-Atomen zum Thioether rea- 

giert. Eine moglichst hohe Aktivitat der Glutathion- 
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S-Transf erase bedeutet dabei eine effiziente Konjuga- 
tion und schnelle Entgiftung, wahrend eine verminder- 
te bzw. fehlende Aktivitat der Glutathiones- 
Transferase eine verlangsamte Entgiftung bewirkt. 

Das System der Glutathion-S-Transf erasen weist mehre- 
re unterschiedliche Enzyme auf, beispielsweise die 
Glutathion-S-Transferase GSTM1 und die Glut athion-S- 
Transf erase GSTTl. 

Glutathion-S-Transferase GSTM 1 

Die Glutathion-S-Transferase GSTM1 weist einen Poly- 
morphismus auf, bei dem die einzelnen Genotypen 
gleichberechtigt nebeneinander vorkommen. Durch den 
Genotyp 00 wird das Fehlen des Gens fur die GSTM1 an- 
gezeigt. Liegt ein f unktionelles Gen vor, konnen zwei 
verschiedene Varianten A und B unterschieden werden. 
Beide Varianten formen aktive homodimere Enzyme 
(AA/BB bzw. bei Fehlen des Gens fiir ein Allel AO/BO) 
Oder heterodimere Enzyme ( AB ) , wobei die Mischforiu AB 
die hochste Enzyiriaktivitat zeigt und u.a. mitverant- 
wortlich gemacht wird fur das "drug-resist ence"- 
Phanomen in der Chemotherapie. 

Die Glutathion-S-Transferase Ml spielt in der Leber, 
Lunge und der Haut eine grofte Rolle, wobei in etwas 
40 % der kaukasischen Bevolkerung der Null-Genotyp 
vorkommt. Dieser Null-Genotyp wird mit der Entstehung 
diverser Tumorer krankungen (Lungen-, Haut-, Blasen- 
krebs) sowie chronische Erkrankungen mit Umweltbela- 
stungsfaktor (Asbestosis, chronische Bronchitis) be- 
schrieben . 



Glutathion-S-Transferase GSTTl 
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Die Glutathiones-Transferase Tl kommt u.a. in der Le- 
ber und in Erythrozyten vor und vermittelt die 
Glut at hi on-Konj ligation mit halogeniert en Kohlenwas- 
serstoffen und Epoxiden. Bei etwa 25 % der bisher un- 
5 tersuchten deutschen Bevolkerung wurde in Erythro- 

zyten keine Enzymaktivitat der Glutathiones-Trans- 
ferase gefunden. Durch den Genotyp 00 wird das Fehlen 
des Genes fur diese Glutathion-S-Transf erase ange- 
zeigt . Der 0-Genotyp wird daher als Risikofaktor an- 
10 gesehen, weil hier die GSTT1 vermitteite Aktivitat 

gegenuber DNA-schadigenden Peroxiden und anderen Me- 
taboliten vernindert ist. Bekannte toxische Substrate 
der GSTT1 sind u.a. Me thylbromid, Ethylenoxid und Me- 
thyl enchlo rid . 

15 

Das gleichzeitige Eehlen beider Enzyme, d.h. der ge- 
netische Null-Typ fur GSTM1 und GSTT1 wurde in 10 % 
der kaukasischen Bevolkerung gefunden. Eur diesen Be- 
volkerungsanteil ergibt sich folglich ein erhohtes 
20 Risiko aufgrund verminderter Entgif tungskapazitat . 

Die geltenden MAK-Werte (max. Arbeit splat z konzentra- 
tionen) berucksichtigen derzeit nicht den Anteil an 
genetisch bedingt empf indlichen Menschen. 

25 

Urn die individuelle Belastungsf ahigkeit mit Umwelt- 
chemikalien zu bestiminen bzw. urn bei erkrankten Per- 
sonen die richtige Therapie zu ermitteln, wird nach 
dem Stand der Technik ein Belas tungs test durchge- 

30 ftihrt, liber den auf die Entgif tungsf ahigkeit und da- 

mit Enzymaktivitat dieses Individuums geschlossen 
werden kann. Dies erfolgt nach dem Stand der Technik 
durch Gabe einer Tes tsubstanz , die durch die zu un- 
tersuchenden Enzyme abgebaut wird und anschlieliende 

35 Bestimmung der Clearance des jeweiligen Individuums 

fur diese Substanz. 
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Nachteilig hieran ist, daft die Bestimmung der 
Enzymaktivitaten nur liber eine zusatzliche Belastung 
der Person mit einer Chemikalie bestimmt werden kann. 
Eine derartige Bestiituxiungsmethode verbietet sich ins- 
besondere bei Kindern oder Personen mit reduziertem 
Ailgemeinzustand oder Personen, von denen bekannt 
ist, daB sie bereits stark schadstof f belast et sind. 
Daher kann dieses Verfahren nicht in j edem Falle an- 
gewandt werden, insbesondere nicht bei Personen, bei 
denen aufgrund ihrer Schadstof fbelastung die Bestim- 
mung der Enzymakt ivi tat zur Ermittlung der geeigneten 
Therapie besonders wichtig ware. 

Demgegenuber schlagt die DE 197 38 908, die auf die- 
selben Erfinder wie die vorliegende Erfindung zurtick- 
geht, vor, genetische Polymorphismen von Genen in In- 
dividuen zu bestimmen, die fur ein Enzym aus dem Ent- 
gif tungsstof fwechsel kodieren. Der Polymorphismus 
kann dabei sowohl in der Anlage eines Genes als auch 
in verschiedenen allelischen Variabilitaten eines 
oder mehrerer poiymorpher Gene bestehen. 

Das in der DE 197 38 908 vorgeschlagene Verfahren ist 
jedoch extrem aufwendig und kann nur von einzelnen 
spezialisierten Laboren durchgefuhrt werden. Denn fur 
dieses Verfahren ist es er f orderlich, eine Multipli- 
kation der DNA eines Menschen durchzuf uhren , wozu ei- 
ne erhebliche molekularbiologische Kenntnis sowie ein 
HochstmaB an experimentel ler Erfahrung gehort. Denn 
die Entwicklung ent sprechender Reaktionsansatze, bei- 
spielsweise fur eine Polymerase-Kettenreakt ion, ist 
aufwendig und erfordert zum sicheren Gelingen eine 
weit uber das Durchschni ttskonnen des Fachmanns er- 
forderliche Erfahrung und Kenntnis. Nachteilig an dem 
in der DE 197 38 908 vorgeschlagenen Verfahren ist 
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daher, daB dieses nicht 
arzt bzw. medi zinischen 
kann . 



7 

von jedem beliebigen Labor- 
Labor nachvol lzogen werden 



5 Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es daher, ein 

Diagnose-Kit, ein Mikroarray, ein Verfahren sowie 
Verwendungen hiervon zur Verfugung zu stellen, mit 
denen die menschliche Entgif tungs fahigkeit auf einfa- 
che Art und Weise von jedem beliebigen Labor standar- 
10 disiert bestimmt werden kann. 



Diese Aufgabe wird durch das Diagnose-Kit nach An- 
spruch 1, dem Mikroarray nach Anspruch 21, das Ver- 
fahren nach Anspruch 23 sowie die Verwendungen nach 
15 Anspruch 45 gelost. Vorteilhafte Wei terbildungen fin- 

den sich in den jeweiligen abhangigen Anspriichen. 

Das erf indungsgemaBe Diagnose-Kit enthalt dabei die 
zur Durchfuhrung einer Polymerr asekettenreakt ion er- 

20 forderlichen Substanzen, wie sie auch von verschiede- 

nen Herstellern angeboten werden. Weiterhin enthalt 
das Diagnose-Kit mindestens ein Paar 01 igonukleotide, 
die als Reversepriiaer und Forwardprimer bei der Am- 
plifikation mittels Polymerasekettenreaktion erfor- 

25 derlich sind. Derartige Oligonukleotide werden auch 

bei den er f indungsgemafien Verfahren eingesetzt. Die 
Oligonukleotide der Paare sind dabei er f indungsgemaft 
so ausgesucht, daB eine Amplif ikation eines DNS- 
Abschnittes erfolgt, der zumindest fiir einen Teil des 

30 Enzyms GSTT1 des tierischen Entgif tungssto f f wechsel 

kodiert. Erfolgt somit eine Amplif ikation eines DNS- 
Abschnittes, so kann einfach festgestellt werden, ob 
ein Gen fiir das Enzym GSTT1 vorliegt. Damit ist eine 
Null-Typ-Bestimmung mdglich. 



Um weiterhin auch verschiedene Allele desselben Genes 
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zu erfassen, werden in den erf indungsgemaften Verfah- 
ren verwendet bzw. in das Diagnose-Kit fur jedes der 
Allele verschiedene Oligonukleotide gegeben, so daii 
eine Amplif ikation eines Alleles nachgewiesen werden 
kann. Dies kann beispielsweise auch so geschehen, daft 
die Oligonukleotide ftir die einzelnen Allele sich 
derart unterscheiden, dafi Bereiche der DNS der Allele 
amplif iziert werden, die sich beispielsweise durch 
eine Schnittstelle fur ein Res tr ikt ionsenzym unter- 
scheiden . 

Die Erfassung eines Gens bzw. seiner Allele kann auch 
mittels des er f indungsgemaften Mikroarrays, z.B. eines 
DNA-Chips, erfolgen, wobei die einzelnen Zellen des 
Chips Oligonukleotide aufweisen, die spezif isch mit 
bestimmten Abschnitten der nachzuweisenden Gene hy- 
bridisieren. Zum Aufbau und dem Einsatz von DNS-Chips 
wird beispielhaft allgemein auf die EP 0 373 203 ver- 
wiesen. Der Nachweis kann dabei ohne Amplif ikation 
direkt Oder auch erst nach Amplif ikation des gesuch- 
ten DNS-Abschni ttes erfolgen. In gleicher Weise kann 
der Nachweis ohne Oder erst nach Restrikt ionsverdau 
der DNS bzw. eines amplif izierten DNS-Abschnittes 
hiervon in kurzere DNS-Abschnitte durchge f uhr t wer- 
den . 

Vorteilhaft an dem erf indungsgemaften Diagnose-Kit, 
dem erfindungsgemaBen Verfahren sowie dem erfindungs- 
gemaften Mikroarray ist es, daft jeder Laborarzt und 
jedes medizinische Labor sowie jedes wissenschaf tli- 
che Labor, das derartige Unt ersuchungen durchflihrt, 
samtliche aufeinander abges t immte Substanzen gegebe- 
nenfalls in einem einzigen Diagnose-Kit, zur VerfU- 
gung erhalt, bzw. daft jegliche Vorbereitungsarbeiten 
fiir die Labore entfallen und auf einfache Art und 
Weise der Polymorphismus bestimmt werden kann. Insbe- 
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sondere sind die Primer-Oligonukleotide bzw. die Oli- 
gonukleotide des Mikroarrays bereits ausge t es tet, so 
daB die Hauptarbeit bei der Entwicklung entsprechen- 
der Oligonukleotide entfallt. 



Damit ist es erstmals moglich, die Bestimmung von Po- 
lymorphisraen und des individuellen Entgif tungspoten- 
tials von einzelnen Patienten in groBem MaBstabe und 
am jeweiligen Ort des Patienten auf einfache und ko- 
stengiinstige Weise durchzuf iihren . Denn hierzu beno- 
tigt der einzelne Laborarzt bzw. das einzelne medizi- 
nische Labor lediglich noch einen erfindungsgemaften 
Mikroarray, einen herkommlichen Thermoscycier (PCR- 
Gerat) und/oder ein Gerat zur Auftrennung der einzel- 
nen amplif izierten DNS-Fragmente. Dies kann bei- 
spielsweise eine Gelelektrophorese-Einheit oder ein 
Kapillarelektrophoresegerat sein. Ein derartiges her- 
kdmmliches Kapillarelektrophoresegerat wird bei- 
spielsweise von der Firma Perkin Elmer Biosystems™ 
unter dem Namen "PE ABI Prism Genetic Analyser 310 ,,,IM 
vertrieben. Entsprechende Thermocycler fur die Ampli- 
fication der DNS werden beispielsweise von der Firma 
Perkin Elmer Biosystems™ unter dem Namen "GenMp 
2400"™ bzw. auch lf GenAmp9 60 0 "™ vertrieben. 

Zur leichteren Erfassung der amplif izierten DNS- 
Abschnitte kann jeweils mindestens eines der Oligonu- 
kleotide eines Paares mit einem Fluorophor gekenn- 
zeichnet sein, so daB hierdurch auch eine automati- 
sierte Auswertung anhand der spezifischen Fluores- 
zenzemission der jeweiligen Fluorophore moglich ist. 

Insgesamt wird durch das erf indungsgemaBe Diagnose- 
Kit, Mikroarray bzw. Verfahren die Bestimmung des Po- 
lymorphismusses von Entgi f tungsenzymen jedermann auf 
einfache, sichere und standardisierte Weise ermog- 
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licht . 

Erf indungsgemaU kann das Diagnose-Kit auch dahinge- 
hend weitergebildet werden, daft deni Diagnose-Kit 
5 nicht nur Oligonukleot ide fur die Bestiramung eines 

einzelnen Enzymes sondern auch weitere Oligonukleo- 
tidpaare fiir die Bes timmung weiterer Gene von Entgif- 
tungsenzymen beigegeben werden. In gleicher Weise 
kann der er f indungsgemaBe Mikroarray auch Felder vor- 
10 sehen, die Oligonukleotide aufweisen, mit denen wei- 

tere Gene von Entgif tungsenzymen nachgewiesen werden 
konnen . 

In diesem Falle ist es dem Anwender moglich, auf ein- 
15 fache Art und Weise nicht nur eine Null-Typ- 

Bestimmung oder eine Allelbes timmung eines einzelnen 
Enzymes durchzuf iihren sondern zugleich weitere Enzyme 
zu bestimmen. So ist es ihm beispielsweise moglich, 
Inf ormationen sowohl uber die GSTM1 als auch die 
20 GSTT1 zu erfassen, und dadurch beispielsweise das 

" drug-res is tence " -Phanomen in der Chemother apie fiir 
einen Patienten vorher zusagen . 

Im folgenden sollen einige Beispiele erf indungsgema- 
25 iier Kits und erf indungsgemaBer Verfahren beschrieben 

werden. 

Ein erster Kit ermdglicht eine Multiplex-Nul 1-Typ Be- 
stimmung mittels PCR ( Polymerase-Kettenreakt ion) der 
30 Gene fiir GSTM1 und GSTT1 mit markierten Oligonukleo- 

tiden als Primer fiir einen Nachweis liber das Gerat 
Perkin Elmer ABI Prism Genetic Analyzer 310. 



35 



Als Substanzen, die fiir die PCR notig sind, enthalt 
der Kit die folgenden Inhaltss tof f e getrennt in ein- 
zelnen Behaltnissen : 
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10 pi PCR-Puffer (10 x Puffer, z.B. der Fa. Promega) 
8 pi MgCl 2 (25 mM) 

2 pi dNTPs (10 mM) ( Desoxi-Nucleot id-Tr iphosphate, 
5 z.B. Guanin (G) , Adenin (A), 

Cytosin <C) , Thymin ( T ) ) 

2 pi Primer GSTM1 fw (10 pmol/pl) 

2 pi Primer GSTM1 rv (10 pmol/pl) 

2 pi Primer Albumin fw (10 pmol/pl) 
10 2 pi Primer Albumin rv (10 pmol/pl) 

2 pi Primer GSTT1 fw (10 pmol/pl) 

2 pi Primer GSTT1 rv (10 pmol/pl) 

6 pi Template DNS (83 ng/pl) 

61, 5 pi H 2 0 bidest . 
15 0,5 pi Tag-Polymerase (5U/pl) (z.B. der Fa. Promega) 

Dabei sind die Oligonukleotdie GSTM1 fw, die als Vor- 
warts-Primer dienen, mit dem Farbstoff Fam (Car- 
boxyf luorescein) markiert, der Vorwar ts-Pr iraer fur 
20 Albumin mit Ned ( Fluoreszenzf arbstof f der Fa. PE Bio- 

systems) markiert und der Vorwart s-Primer fur GSTT1 
mit Hex (4, 7, 2', 4 T , 5', 7 1 -Hexachloro- 6-Carboxy- 
f luorescein) markiert . 

25 Die einzelnen Primer besitzen die folgende Nukieo- 

tidabf olgen: 

GSTM1 fw: GAA CTC CCT GAA AAG CTA AAG C; 
3 0 GSTM1 rv: GTT GGG CTC AAA TAT ACG GTG G; 

GSTT1 fw: TTC CTT ACT GGT CCT CAC ATC TC; 



35 



GSTT1 rv: TCA CCG GAT CAT GGC CAG CA; 
Albumin fw: GCC CTC TGC TAA CAA GTC CTA C 
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sowie 

Albumin rv: GCC CTA AAA AGA AAA TCG CCA ATC 

Weiterhin kann das Kit einen Fluoreszenzs tandard 
(Rox-Standard, Rox = 6-carboxy-X-rhodamin) als Lan- 
genstandard fur die Fragmentgrolienzuordnung enthal- 
ten. 



Weiterhin enthalt das Kit die Verf ahrensbes chreibung 
fiir die Amplif ikation der DNS mit den folgenden Para- 
meters : 



95 °C 


94 °C 


64 °C 


72 °C 


72 °C 


4 °C 


2 min 


1 min 


1 min 


1 min 


5 min 


oo 


Preheat 


30 x 


Hold 1 


Hold 2 



Die Auswertung kann nun bei spielsweise uber Gelelek- 
trophorese erfolgen. Hierzu wird ein 2,5 %iges Gel 
(SeaKem LE™, Biozym™) gegossen, ein Marker (100 bp- 
ladder) mitauf getragen und das Gel bei einer Spannung 
von 100 mV fiir 45 Minuten zur Auftrennung laufenge- 
lassen. Die interne Kontrolle fur das Gen fiir Albumin 
besitzt eine Lange von 350 bp und muft in jedem Ansatz 
positiv sein. Die GSTM1 besitzt eine Lange von 219 bp 
und die GSTT1 eine Lange von 480 bp. Die letzten bei- 
den Gene sind als DNS-Banden im Gel nur bei Vorhan- 
densein eines f unktionellen Gens zu sehen, anderen- 
falls liegt der jeweilige Null-Typ vor. 
Figur 1 zeigt ein derartiges Gel, bei dem die Banden 
fur die GSTT1 (Tl) bei 480 bp, fur das Gen fur Albu- 
min (A) bei 350 bp sowie fiir das Gen GSTM1 (Ml) bei 
219 bp deutlich in den Spuren 3 und 4 zu erkennen 
sind. Spur 2 enthalt als Standard Markersubs t anzen. 
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In diesem Falle liegt also folglich sowohl das Gen 
fur GSTM1 als auch das GSTT1 -Gen vor. 

Figur 2 zeigt eine entsprechende Auswertung mittels 
5 Kapillarelektrophorese durch das Gerat PE ABI Prism 

Genetic Analyzer 310™. Auch hier sind die entspre- 
chenden Banden bei den entsprechenden Fragmentlangen 
(in Basenpaaren) deutlich zu erkennen. Die Hohen der 
einzelnen Banden sind dabei von den verwendeten Fluo- 
10 reszenzmarkern abhangig und geben daher selbst keine 

quantitative Information. Die weiteren Banden stellen 
den ROX-Standard dar, der die Zuordnung der Fragment- 
groften ermoglicht . 

15 Figur 3 zeigt die Ergebnisse einer weiteren Untersu- 

chung mittels Kapillarelektrophorese. Hierbei treten 
neben den Banden des Rox-Standards lediglich die Ban- 
den des Albumin-Standards (A) und der GSTT1 (Tl) auf. 
Of f ensichtlich liegt beztiglich der GSTM1 ein Nulltyp 

20 vor. 

In einem weiteren Beispiel wurde ein Kit verwendet 
fur die Variantenbest immung der GSTM1 mit markierten 
Oligonukleotiden als Primern. 

25 

Die Glutathion-S-Transf erase Ml ist in zweierlei Hin- 
sicht durch einen genetischen Polymorphismus ausge- 
zeichnet. Zum einen kann eines oder beide der (auf 
den paarweisen Chromo somen be f indlichen) fur die 

30 Glutathion-S-Transf erase Ml codierenden Gene GSTM1 

fehlen und dadurch ein bei Vorhandensein zweier Gene 
GSTM1 homozygoter Typus, ein bei lediglich eines Ge- 
nes GSTM1 hetero zygoter Typus sowie ein bei Fehlen 
beider Gene wiederum homozygoter Null-Typus entste- 

35 hen. Zum anderen fuhrt der Austausch von Guanin (G) 

gegen Cytosin (C) an Position 2619 von einem Enzymtyp 
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B zu einem Enzymtyp A, wobei der heterozygote AB-Typ 
die hochste potentielle Enzymaktivitat aufweist. 
Durch die Bestimmung der genomischen Ailelvariationen 
eines Individuums lassen sich daher die potentielle 
Entgif tungsfahigkeit und damit die potent ie lien Bela- 
stungsgrenzwerte sowie die fur dieses Individuum dar- 
aus folgende geeignete Therapie bestimmen. 

Der zur Bestimmung dieser Allelvariabilitat dienende 
Kit enthalt die folgenden, fur die PCR erforderlichen 
Substanzen, jeweils in getrennter Einzelverpackung: 

10 ul PCR-Puffer (10 x Puffer, z.B. der Fa. Promega) 
8 ]il MgCl 2 (25 mM) 

2 ]il dNTPs (10 mM) (Guanin (G) , Cytosin (C), 

Adenin (A), Thymin (T) 
4 ul Primer GSTM1 fw (10 pmol/pl) 
2 ul Primer GSTM1-A (10 pmol/yl) 
2 ]il Primer GSTM1-B (10 pmol/yl) 
6 ]il Template DNA (83 ng/uD 
65, 5 ul H 2 0 bidest . 

0,5 ul Tag-Polymerase (5U/uD (z.B. der Fa. Promega) 

Dabei sind die Oligonukleot ide GSTM1-A mit dem Fluo- 
rophor Hex markiert und die 01 igonukleo t ide GSTM1-B 
mit dem Fluorophor Fam markiert. Die Oligonukleotide 
weisen dabei die folgende Basenfolge auf: 



GSTM1 fw: GCT TCA CGT GTT ATG GAG GTT C fur beide Al 
lele der GSTM1; 

GSTM1-A : TTG GGA AGG CGT CCA AGC GC ; 
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GSTM1-B : TTG GGA AGG CGT CCA AGC AG. 

Weiterhin enthalt das Kit eine Anweisung mit folgen- 
dem PCR-Programm: 



94°C 


94°C 


57°C 


72°C 


94°C 


57°C 


72°C 


4°C 


3min 


4 5sec 


1 min 


1 , 5min 


30sec 


30 sec 


45sec* 


00 


Pre- 
heat 


4 x 


30 x 


Hold 1 



*plus 3 sec pro Zyklus 

Die bei dem genannten PCR-Programm amplif lzierten 
DNS-Segmente weisen eine Lange von 132 bp auf. Der 
Nachweis erfolgt wiederum iiber Kapillarelekt rophorese 
mit den in den Figuren 4 und 5 darges tell ten Ergeb- 
nissen. Dabei ist mit Ml-B jeweils die Bande gekenn- 
zeichnet, die durch das 132 bp lange DNS-Sttick der 
Variante B der GSTM1 entsteht und mit dem Fluorophor 
FAM makriert ist, wahrend Ml-A die Bande kennzeich- 
net, die durch das 132 bp lange DNS-Stuckes der Vari- 
ante A der GSTM1 entsteht. 

Alternativ kann die Auswertung auch iiber Gelelektro- 
phorese erfolgen. Hierzu wird ein 2,5 %iges Gel (Sea- 
Kern LE Biozym™) gegossen, wobei dann anschlieliend 
neben dem PCR-Produkt auch ein Marker (100 bp-Ladder) 
mit auf getragen wrrd, urn den PCR-Erfolg zu prufen. Das 
Gel lauft dann mit einer Spannung von 100 mV fur 45 
Minuten. Urn mittels Gel-Elektrophorese zwischen der 
Variante A und B zu unter scheiden , wird das PCR- 
Produkt einem Restrikt ions verdau unterworf en. Denn 
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Variante A enthalt eine Schnit t st elle fur Haell und 
wird in zwei Fragment e von 116 bp und 16 bp Lange 
zerteilt, wahrend Variante B keine Schnittstelle fur 
das Restriktionsenzym Haell enthalt. Daraufhin wird 
ein 4 %iges Gel fur die Auftrennung kleinerer Frag- 
mente (Biorad) gegossen, wobei wiederum ein Marker 
(100 bp-Ladder) mitauf getragen wird. Das 4 %ige Gel 
lauft dann bei einer Spannung von 100 raV fur eine 
Stunde. Bei diesem Gel konnen nun die entsprechenden 
Banden bei 116 bp und 16 bp fur die Variante A und 
fur 132 bp fur die Variante B des Genes GSTM1 erkannt 
werden, 

Figur 6 zeigt ein derartiges Gel fur verschiedene 
Proben in verschiedener Gelspuren, bei dem sowohl die 
116 bp-Bande ("GSTM1-A" fur Variante A) als auch die 
132 bp-Bande ("GSTMl-B" fur Variante B) zu erkennen 
ist. Die zweite Spur von links enthalt als Standard 
Markersubstanzen. Die Spuren 4, 6, 9 entsprechen Pro- 
ben, die das Gen fur die GSTM1 Variante B enthalten, 
wahrend die Spuren 3, 5, 7 , 8, 10 bis 14 Proben mit 
dem Gen fur die GSTM1 Variante A enthalten. 
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5 Patentanspriiche 

1. Diagnose-Kit flir die Bestimmung der menschlichen 
Entgif tungsf ahigkeit mit 

mindestens einem Paar Oligonukleot ide (Reverse- 
10 primer, Forwardprimer ) , wobei die beiden Oligo- 

nukleotide eines Paares als Primer zur Amplifi- 
kation mittels Folymerasekettenreaktion jeweils 
eines der beiden komplementaren Strange eines 
gesuchten DNS-Abschnitt es geeignet sind, und 

15 wobei der gesuchte DNS-Abschnitt zumindest fur 

einen Teil eines Enzyms des tierischen Entgif- 
tungsstof fwechsels kodiert . 



2. Diagnose-Kit nach dem vorher gehenden Anspruch, 
20 dadurch gekennzeichnet , daft es die zur Durchfuh- 

rung einer Polymeraseke ttenr eakt ion erf orderli- 
chen Substanzen enthalt . 



3. Diagnose-Kit nach einem der vorhergehenden 
25 Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daft es als 

zur Durchfuhrung einer Polymerasekett enreaktion 
erf orderliche Substanzen eine Puf f erlosung, Ma- 
gnesiumchlorid, Desoxynukleo t id- Triphosphate , 
sowie eine hitzestabile Polymerase enthalt. 



30 
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4. Diagnose-Kit nach dem vorhergehenden Anspruch, 
dadurch gekennzeichnet , daft es als hitzestabile 
Polymerase eine Polymerase aus Thermus aquaticus 
( Taq-Polymerase) en t ha It . 

5. Diagnose-Kit nach einem der vorhergehenden An- 
sprtiche, dadurch gekennzeichnet, daft zumindest 
eines der beiden 01 igonukleot ide eines Paares 
von Oligonukleotiden mit einem Fluorophor mar- 
kiert ist. 

6. Diagnose-Kit nach einem der vorhergehenden An- 
spruche, dadurch gekennzeichnet, daft es als 
Positivkontrolle eine DNS-Probe mit dem gesuch- 
ten DNS-Abschnitt enthalt. 

7 . Diagnose-Kit nach einem der vorhergehenden 
Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daft es 
weiterhin fiir eine Kontrollbes t immung einen 
Abschnitt einer fur ein Albumin kodierenden DNS 
sowie zwei Oligonukleotide, die jeweils als 
Primer zur Amplif ikation zumindest eines Ab- 
schnitts jeweils eines der beiden komple- 
mentaren Strange der fiir das Albumin kodierenden 
DNS geeignet sind, enthalt. 



Diagnose-Kit nach einem der vorhergehenden 
Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daft er zwei 
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bzw. mehrere Paare Oligonukieotide fur DNS- 
Abschnitte jeweils zweier bzw. mehrerer ver- 
schiedener Gene bzw. Genvarianten enthalt. 

9. Diagnose-Kit nach dem vorhergehenden Anspruch, 
dadurch gekennzeichnet, daB die mehreren ver- 
schiedenen Gene bzw. Genvarianten fur verschie- 
dene Enzyme bzw. fur verschiedene Varianten 
desseiben Enzyms kodieren. 

10. Diagnose-Kit nach einem der beiden 
vorhergehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, daB die mehreren ver s chiedenen 
Gene fur GSTM1 und/oder GSTT1 und/oder 
verschiedene Varianten des Enzyms GSTM1 
kodieren . 

11. Diagnose-Kit nach dem vorhergehenden Anspruch, 
dadurch gekennzeichnet, daB es zur Bestimmung 
des Vorhandenseins des Enzyms GSTM1 ein Paar 
Oligonukieotide mit den folgenden Sequenzen auf- 
weist : 

GAA CTC CCT GAA AAG CTA AAG C und 
GTT GGG CTC AAA TAT ACG GTG G 

12. Diagnose-Kit nach Anspruch 10, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB es zur Bestimmung des Vorhanden- 
seins des Enzyms GSTT1 ein Paar Oligonukieotide 
mit folgenden Sequenzen aufweist: 
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TTC CTT ACT GGT CCT CAC ATC TC und 
TCA CCG GAT CAT GGC CAG CA . 

13. Diagnose-Kit nach Anspruch 10, dadurch gekenn- 
zeichnet, daft es zur Bestimmung des Vorhanden- 
seins und gegebenenf alls der vorhandenen Varian- 
ten des Enzyms GSTM1 zwei Paare Oli gonukleotide 
rait folgenden Sequenzen enthalt: 

GCT TCA CGT GTT ATG GAG GTT C identisch fur bei- 
de Paare und 

TTG GGA AGG CGT CCAAGC GC bzw. 
TTG GGA AGG CGT CCA AGC AG. 

14. Diagnose-Kit nach dem vorhergehenden Anspruch, 
dadurch gekennzeichnet, daft die beiden Oligonu- 
kleotide 

TTG GGA AGG CGT CCAAGC GC bzw. 
TTG GGA AGG CGT CCA AGC AG 

jeweils mit zueinander verschiedenen Fluoropho- 
ren markiert sind. 

15. Diagnose-Kit nach einem der vorhergehenden 
Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daft es 
weiterhin 

eine Anleitung zur Durchfuhrung der Polymer- 
asekettenreaktion, 
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eine Anleitung zur Durchfiihrung einer Fragment- 
analyse enthalt. 

16. Diagnose-Kit nach einem der vorhergehenden An- 
spriiche, dadurch gekennzeichnet, daft er eine An- 
leitung zur Durchfiihrung eines Res tri kt ions- 
verdaus mit anschlieBender Gelelektrophorese 
enthalt , 

17. Diagnose-Kit nach einem der vorhergehenden 
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daft> er ein 
Schema zur Auswertung der erhaltenen Meftergeb- 
nisse enthalt. 

18. Diagnose-Kit nach einem der vorhergehenden An- 
spriiche, dadurch gekennzeichnet, daft es einen 
Mikroarray (DNS-Chip) enthalt, wobei der Mikro- 
array eine Anzahl Zellen (Felder) aufweist und 
in mindestens einer Zelle ein Oligonukleotid an- 
geordnet ist, das mit einem der gesuchten DNS- 
Abschnitte hybr idi siert . 

19. Diagnose-Kit nach dem vorhergehenden Abschnitt, 
dadurch gekennzeichnet, daft in mindestens einer 
weiteren Zelle des Mikroarrays ein weiteres Oli- 
gonukleotid angeordnet ist und die Sequenz des 
Oligonukleotids , das in der mindestens einen 
Zelle angeordnet ist, sich von der Sequenz des 
weiteren Oligonukleotids unterscheide t . 
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20. Diagnose-Kit nach einem cier beiden vorhergehen- 
den Anspruche, dadurch gekennzeichnet , daft in 
mindestens zwei Zellen jeweils ein Oligonukleo- 
5 tid angeordnet ist, wobei die in verschiedenen 

Zellen angeordneten Oligonukleotide jeweils rait 
verschiedenen gesuchten DNS-Abschni tten hybridi- 
sieren . 



10 21. Mikroarray, beispi elsweise DNS-Chip, . mi t einer 

Anordnung von mehreren, voneinander getrennten 
Zellen (Feldern) , dadurch gekennzeichnet, daft in 
mindestens einer Zelle ein Oligonukleo t id ange- 
ordnet ist, das mit einern DNS-Abschni tt hybridi- 

15 siert, der fur einen Teil eines Enzyms des Ent- 

gif tungsstof fwechsels kodiert . 



22. Mikroarray nach dem vorhergehenden Anspruch, da- 
durch gekennzeichnet, daft in mindestens einer 

20 weiteren Zelle ein weiteres Oligonukleotid ange- 

ordnet ist, wobei die Sequenz des Oligonukleo- 
tids, das in der mindestens einen Zelle angeord- 
net ist, sich von der Sequenz des weiteren Oli- 
gonukleotids unt erscheide t . 

25 

23. Mikroarray nach Anspruch 21 oder 22, dadurch ge- 
kennzeichnet, daft in mindestens zwei Zellen je- 
weils ein Oligonukleotid angeordnet ist, wobei 
die in verschiedenen Zellen angeordneten Oligo- 
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nukleotide jeweils nit verschiedenen gesuchten 
DNS-Abschnitten hybridisieren . 

24. Mikroarray nach einem der Anspriiche 21 bis 23, 
dadurch gekennzeichnet , daft die gesuchten DNS- 
Abschnitte fur einen Teii der Enzyme GSTT1 
und/oder GSTM1 kodieren. 

25. Mikroarray nach einem der Anspruche 21 bis 24, 
dadurch gekennzeichnet, daI3 zumindest einer der 
gesuchten DNS-Abschnitte Position 2619 des Gens 
enthalt, das fur das Enzym GSTM1 kodiert . 

26. Mikroarray nach dem vorhergehenden Anspruch, da- 
durch gekennzeichnet, daft zumindest einer der 
gesuchten DNS -Abschnitte an Position 2619 ein 
Cytosin oder ein Guanin aufweist. 

27. Mikroarray nach dem vorhergehenden Anspruch, da- 
durch gekennzeichnet, daB ein gesuchter DNS- 
Abschnitt an Position 2619 ein Guanin und ein 
weiterer gesuchter DNS-Abschnitt an Position 
2619 ein Cytosin aufweist. 

28. Verfahren zur Bestimmung der Entgif tungs f ahig- 
keit eines Menschen, dadurch gekennzeichnet, dafl 
das Vorhandensein und/oder die ailelische Varia- 
bility zumindest eines Gens erfaftt wird, das 



RECTIFIED SHEET (RULE 91) 
ISA/EP 
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fUr ein Enzym des tierischen Entgif tungsstof f- 
wechsels kodiert . 

29. Verfahren nach dem vorhergehenden Anspruch, da- 
durch gekennzeichnet, daft das Vorhandensein Oder 
Fehlen der Glutathion-S-Transf erase GSTT1 erfaftt 
wird. 

30. Verfahren nach dem vorhergehenden Anspruch, da^ 
durch gekennzeichnet, daft die Entgif tungsf ahig^ 
keit in zunehmender Reihenfolge 

00 < AO, AA bestimmt wird, 

wobei 00 fur das Fehlen beider Gene der GSTT1 
und AO bzw. AA fur das Vorhandensein eines oder 
beider Gene der GSTT1 steht. 

31. Verfahren nach einem der Anspruche 28 bis 30, 
dadurch gekennzeichnet, daft das Vorhandensein 
und/oder verschiedene Varianten der Glutathion- 
S-Transf erase GSTM1 erfaftt wird. 

32. Verfahren nach dem vorhergehenden Anspruch, da- 
durch gekennzeichnet, daft erfaftt wird, ob an Po- 
sition 2619 eines oder beider menschlicher Gene 
der GSTM1 sich ein Guanin oder ein Cytosin be- 

f indet . 
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33. Verfahren nach einem der beiden vorhergehenden 
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet , daJ3 die Ent- 
gif tungsf ahigkeit in zunehmender Reihenfoige 

00 < AO , BO , AA, BB < AB bestimmt wird, 

5 

wobei 00 fur das Fehlen beider Gene der GSTM1 , 
AO bzw. B0 fur das Vorhandensein eines Gens der 
GSTM1, AA, BB fur das Vorhandensein zweier Gene 
mit jeweils Cytosin an Position 2619(A) bzw, 
10 Guanin an Position 2619(B) und AB fur das Vor- 

handensein je eines Gens der GSTM1 mit Cytosin 
(A) bzw. Guanin (B) an Position 2619. 



34. Verfahren nach einem der Anspriiche 2 8 bis 33, 
15 dadurch gekennzeichnet, daft aus einer Probe des 

Menschen DNS oder c-DNS isoliert und zumindest 
teilweise vervieif altigt und anschlieiiend die 
allelische Variabilitat und/oder das Vorhanden- 
sein oder Fehlen eines Gens erfaftt wird, das fur 
20 ein Enzym des Entgif tungsstof f wechsels kodiert. 



25 



35. Verfahren nach dem vorhergehenden Anspruch, da- 
durch gekennzeichnet, daft die DNS durch Polyine- 
rasekettenreaktion vervieif altigt wird. 



36. Verfahren nach dem vorhergehenden Anspruch, da- 
durch gekennzeichnet, daft die Polymeraseketten- 
reaktion mit einem Paar Oligonukleotide durchge- 
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fuhrt wird, die die folgenden Sequenzen aufwei- 
sen: 

TTC CTT ACT GGT CCT CAC ATC TC und 
TCA CCG GAT CAT GGC CAG CA. 

37. Verfahren nach dem vorhergehenden Anspruch, da- 
durch gekennzeichnet, daft eines der beiden Oli- 
gonucleotide mit einern Fluores zenz f arbs tof f mar- 
kiert ist. 

38. Verfahren nach einem der Anspriiche 35 bis 37, 
dadurch gekennzeichnet , daft die Polymer aseket- 
tenreaktion mit einem Paar Oligonukleo tide 
durchgeftihrt wird, die die folgenden Sequenzen 
aufweisen . 

GAA CTC CCT GAA AAG CTA AAG C und 
GTT GGG CTC AAA TAT ACG GTG G 

39. Verfahren nach dem vorhergehenden Anspruch, da- 
durch gekennzeichnet, daft eines der beiden Oli- 
gonucleotide mit einem Fluores zenzf arbstof f mar- 
kiert ist. 



40. 



Verfahren nach einem der Anspriiche 35 bis 39, 
dadurch gekennzeichnet, daft die Polymer aseket- 
tenreaktion mit zwei Paaren Oligonukleotiden 
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durchgef uhrt wird, die die folgenden Sequenzen 
aufweisen : 

GCT TCA CGT GTT ATG GAG GTT C identisch fur bei- 
5 de Paare und 

TTG GGA AGG CGT CCAAGC GC bzw. 

TTG GGA AGG CGT CCA AGC AG. 

41. Verfahren nach dem vorhergehenden Anspruch, da- 
10 durch gekennzeichnet, dan die beiden Oligonu- 

cleotide 

TTG GGA AGG CGT CCAAGC GC bzw. 
TTG GGA AGG CGT CCA AGC AG 

jeweils mit zueinander verschiedenen Fluoropho- 
15 ren markiert sind. 



42. Verfahren nach einem der Anspruche 28 bis 41, 

dadurch gekennzeichnet, daft die vervi el f altigte 
DNS durch geeignete Restriktionsenzyme verdaut 
20 und anhand der erzeugten DNS-Bruchs tucke die al- 

lelische Variabilitat bzw. das Vorhandensein 
oder Fehlen eines Gens erfaBt wird, das fur ein 
Enzym des Entgi f tungsstof f wechsels kodiert. 



25 43. Verfahren nach einem der Anspruche 37 , 39 oder 

41, dadurch gekennzeichnet, dan zum Nachweis der 
vervielf altigten DNS die von der vervi el faltig- 
ten DNS abgegebene Fluores zenzs trahlung erfaBt 
wird . 
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Verfahren nach einem der Anspruche 28 h>is 43, 
dadurch gekennzeichnet , daft die Erfassung der 
allelischen Variabili ta r bzw. das Vorhandensein 
oder Fehlen eines Gens mittels eines Mlkroarrays 
nach einem der Anspruche 21 bis 27 erfolgt. 

Verwendung eines Diagnose-Kits, Mlkroarrays 
und/oder eines Verfahrens nach einem der vorher- 
gehenden Anspruche zur Bestimmung der Anwesen- 
heit bzw. des Fehlens von Genen und/oder zur Be- 
stimmung der vorhandenen Varianten von Genen fur 
Enzyme des Entgif tungsstof fwechsels . 

Verwendung nach dem vorhergehenden Anspruch zur 
Bestimmung des Nuiltyps bzw. des Genpolymorphis- 
muses fur das Enzym Glut athion-S-Trans f erase 
GSTT1 und gegebenenf alls GSTM1 . 
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